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(54) Title: ARRANGEMENT FOR SURFACE PLASMON RES0NANC:E SPECTROSCOPY 
(54) Bezeichnung: ANORDNUNG FOR DIE OBERFLACHENPLASMONEN-RESONANZ-SPEKTOOSKOPIE 

(57) Abstract 

The invention relates to an arrangement for surface plas- 
mon resonance spectroscopy. The objective of the invention 
is to create an arrangement in a miniaturized form, whereby 
said arrangement is embodied as a portable unit that is eco- 
nomical to produce and can be used to carry out simultaneous 
multi-component analysis, especially witti respect to interac- 
tion between bio-molecules. To achieve this aim, the inventive 
device consists of an optical prism (1) with a sample cell (2) 
associated therewith and at least two sample detection areas 
(21; 22) that are provided widt a diin metal coating that is se- 
lected for the implementation of die SPR method and which 
contains, at least partially, surface-immobilized areas. Light 
emanating from a broadband light source (L) is conducted via 
an optic fiber (31) and collimated by a collimator (41) with an 
aperture that is adapted to the base surface of the prism, mak- 
ing its way to an entrance surface (11) of die optical prism 
(I) and a multi adpatable diaphragm (5) is provided between 
the collimator (41) and the entrance surface (11). Said di- 
aphragm clears a defined optical path to the base surface (13) 
of the prism in a chronologically successive manner and fhe 
respective switching states tiiereof can be fed to an evaluation 
and control unit (6) via a data and control line (61) wherein 
current diaphragm switching states can be allocated to spec- 
tra corresponding to said switching states, whereby the spectra 
are obtained by detecting die light tiiat leaves die exit surface 
(12) of tiic prism by means of anodier collimator (42) diat is 
adapted to the base sur^ (13) of die prism in die aperture 

and whose exit is connected to anotiier optic fiber (32) and die ^ ^ . ^ * a-^^ m \ 

exit diereof forms die entrance to a polychromator (7) wherein die spectrally decomposed light is supplied to a CCD or diode array (71). 
whereby die exit dimof is connected to die evaluation and control unit (6) by means of a data line (62). 




(57) Zusammenfiissuiig 



Die Erfindung betrifft eine Anoidnung fUr die Oberflfichenplasmonen-Resonanz-Spektroskopie. Die Aufgabe der Erfindung. erne 
detartific Anoidnung in miniaturisierter Form zu schaffen. die als kostengOnstige und transportable Einheit ausgebildct ist und mit welcher 
zuEleich eine Multikomponentenanalyse. insbesondere bei der Wechselwirkung zwischen BiomolekUlen durchgemhrt weiden kann. wird 
dadurch gel5st. da6 die Anordnung aus einem optischen Prisma (1) besteht. dem eine Probenkuvette (2) zugeordnet ist und wenigstens 
zwei Probenerfassungsbereiche (21; 22) vorgesehen sind. die mit einer ftir das Verfahren der SPR*misgewaWten dttnnen die 
zumindest teilweise oberflachenimmobilisierte Bereiche beinhaltet. versehen sind. wobei von einer breitbandigen LichtqueUe (L) ausgehendes 
Licht liber eine Lichtleitfaser (31) der Eintrittsflache (11) des optischen Prismas (1) diunch erncn der Prismenbasisfiache (13) in semer Apertur 
aneepaBten KolUmator (41) kollimiert zugeRihrt wird. wobei zwischen dem Kollimator (41) und der Emtnttsfiache (H) cito mrtirfach 
schaltoarc Blende (5) vorgesehen ist. die zeitlich nacheinander lediglich einen definierten Lichtweg zur Prismenbasisfladie (13) freigibt imd 
deien jeweilige Schaltzustande einer Auswerte- und Steuereinheit (6) Uber eine Daten- und Steuerleitung (61) zufiShrbar sind^m der die 
aktuclien Blendenschaltzustande den jeweils diesem Schaltzustand entsprechenden Spektren zuordcnbar sind, wobei die Spektrcn citialten 
weitien durch Erfassen des die Prismenaustrittsflache (12) verlassenden Lichtes mittels eines weiteren. der Pnsmenbasisflache (13) in der 
Apertur angepaBten Kollimator^ (42). dessen Ausgang mit einer wciteren Lichtleitfaser (32) veibunden ist. und dercn Ausgamig den Eingang 
eines Polychromators (7) bildet. innerhalb dessen das spcktral zerlegte Licht einem CCD- oder Diodenarray aO zugefthrt wird. deren 
Ausgang mit der Auswerte- und Steuereinheit (6) tiber eine Datenleitung (62) in Verbindung gebracht ist. 
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Anordnung fur die Oberflachenplasmonen-Resonanz-Spektroskopie 

Die Brfindung betriffl eine Anordnimg fur die Oberflachenplasmonen- 
Resonanz-Spektroskopie, die insbesondere zu direkten UntersuchungCT 
der Wechselwirkung zwischen Biomolekulen einsetzbar ist und eine 
Multikomponentenanalyse ermdg^cht. 

Es ist eine sehr empfindliche Methode zur Charakterisierung von 
Grenzflachen bekannt, die als Oberflachenplasmonen-Resonanz- 
Spektroskopie, ublicherweise als SPR, (Surface Plasmon Resonance) in 
der Literatur bezeichnet wird. Sie beruht auf der optischen Anregung von 
Oberflachenplasmonen in dtinnen MetaUschichten. Die 
Resonanzbedingungen fur die Anregung der Oberflachenplasmonen 
hangen staik von den optischen Eigenschaflen des die Metallschicht 
umgebenden Dielektrikums ab. Somit ist die Bestimmung von Brechzahl 
und Schichtdicke diinner dielektrischer Schichten grunds&tzlich mit einer 
hohen Genauig^eit moglich. 

Die SPR-Spektroskopie findet zunehmend in der biochemischen Analytik 
Anwendung, da mit ihr die direkte Untersuchung der Wechselwirkung 
zwischen Biomolekfilen mogjich ist (z.B. Antikorper/Antigen- 
Reaktionen). Dazu wird ein Reaktionspartner (Ligmt) auf der 
Metalloberflache immobilsiert, der andere Reaktionspartner (Analyt) wird 
in Ldsung uber die Oberflache geleitet 

Die Wechselwirkung ist als Schichtdickenzuwachs direkt nachweisbar, es 
ist keine Markierung der Reaktionspartner wie z.B. beim 
Radioimmunoassay (RIA) oder dem Enzymimmunoassay (ELISA) 
notwendig. 

Diese und weitere Methoden nach dem Stand der Technik sind 
ausfiihrhch von Striebel, Ch.; Brecht, A.; Gauglitz, G. in Biosensors & 
Bioelectronics 9 (1994), 139-146 beschrieben. Vorliegender Erfindung 
am nachsten kommt dabei die dort beschriebene SPR-Methode, bei der 
von einer Lichtleitfaser ausgehendes Licht dber einen Kollimator und 
einen optischen Polarisator auf ein optisches Prisma gelenkt wird, dessen 
Basisfl^che mit einer die SPR ennoglichenden diinnen Silberschicht 
versehen ist, welche mit einem Chip abgedeckt ist, der mit einem sich 
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senkrecht zur Beleuchtungsrichtung erstreckenden ProbendurchfluBkanal 
versehen ist Das an der Sflberschicht entsprechend der jewefligen 
Oberflachenbelegungen beeinfluBte und reflektierte Ucht wird dann aber 
dne Lichtleitfeser emem Diodenarrayspektrometer zugefiihrt. Eine 
5 simultane Multikomponentenanalyse ist mit der dort beschriebenen 
Anordniing nicht mdglich, weil nur ein optischer und nur ein fluidischer 
Kanal vorsehbar ist. 

In WO 97/40366 ist eine Anordnung bescbrieben, bei der ein Nachweis 
von mehreren Proben, die auf einer Substratplatte angeordnet sind, 

10 dadurch realisiert wird, daB die von den Proben reflektierten Strahlen 
gleichzeitig auf einen matrixSnnigen Empfenger (CCD-Matrix oder 
Videokamera) abgebfldet werden. Fflr die Bestimmung der 
ResonanzweUenlange werden alle Proben nacheinander mit Licht 
unterscbiedUcher Wellenlange beleuchtet. Zur Wellenlangenselektion ist 

15 eine durchstimmbare LichtqueUe oder ein scannender Monochromator im 
Sendestrahlengang vorgesehen. Mit der spektralen Messung werden zwar 
die Nachteile der weiter unten beschriebenen Intensitatsmessung 
umgangen. jedoch ist dieses Konzept aufgrund der notwendigen 
Komponenten nur sehr kostenaufwendig und auch nur in einem relativ 

20 groBen stationSren Gerat zu reaKsieren. 

Weiteiiiin sind nach dem Stand der Technik Anordnungen bekannt, die 
sich der SPR-Methode bcdienen, jedoch nur eine reine Winkeldetektion 
des total reflektierten Lichtes vorsehen. 

25 So ist aus der Produktbeschreibung der Fa. Biacore AB, Rapsgatan 7, 
S-75450 Uppsala, Schweden 1996, eine Vorrichtung bekannt, deren 
Aufbau grundsatzlich der oben beschriebenen Anordnung entspricht, 
wobei mit konvergenten Lichtstrahlen beleuchtet wird und dem zweiten 
Linsensystem unmittelbar und in bauUcher Einheit ein Diodenarray als 

30 detektierendes Hement zugeordnet ist Ein solcher Aufbau bedingt einen 
relativ groBen, mechanisch sehr massiv ausgebildeten MeBkopt der 
ausschUeflUch in einem stationSren Gerat zur Anwendung gelangen kann. 
Weiteihin beschreiben Berger, Ch. E.H. et al in "Surface Plasmon 
Resonance Multisensing", Anal. Chem. 1998, 70, S. 703-706 erne 

35 Anordnung, die zwar eine mehrkanalige Messung ermOglicht, jedoch 
Uegt diesem MeBprinzip eine Intensitatsmessung zugnmde, die mit den 
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bekannten NachteUen der hohen /mforderungen an die StabffiBt tor 
LichtqueUe und der Empfingerdemeote vertMmdeB ist. die nrt emem 
^Sen S.euer- ».d Regelaufwand 

die dort beschri*ene Anorfnung den gnrndsMzhch zur Verftgung 
stehend«i WinkeTbereioh. in dem Plasmonen-ResonanzschwingungM 
detektieAar sind, da nur ein kleiner Winkelbe«ioh durch d.e^ 
beschriebene MeBmethode tatsSchUch genutzt werden kann. Daruto 
hinaus weist die dort beschriebene Anordnwig. 
Videokamera und -aufeeichnnng bedient. men 
geratetechnischen Auftvand a»f md eine simuhane ^'^^ 
Messung ist nicht gegeben. da die MeBergebn^se nur m Nachgang 
zeitlichaufeinanderfolgraidauswertbarsmd. 

Sie weitere zu dieser Gnw von Anordnungen gehbnge Anordnung 
wd von Brink. G. et al in "Near infrared snrfe^ f^r!" 
siUcon-based sensor". Sensors and Actuators B 24-25, 1995. S 756-761 
Cirieben. Dort wd fflr den Probenchip ein '^TS 
das mit einer Stnfe versehen ist. die •"t^^ff ^^^'^^^f'^* 
Tdurch wenn der Beleuchtungsspot beide Hachen der Stufe erfaBt, 
rer^e;onanzwinkelbereiche und danut zwei ^^^^^^f^ 
Selbst wenn dort mehrere Stufen eingesetzt woden wurden we 
^ der nuuban» Kanale grundsMzlioh beschranW dnn* to 
™blieh. in dem die SPR-Methode fanktioniert. Noch g|^^to 
ware jedoch der NachteU. da6 durch die ™tersch.edl.che »Pff^= ^age 
to Stufen die Empfindlichkeit der Stufen unteremander mcht idenOsch 
ist. 

Aufgrund der genannten Probleme ist der kommerziell verftt^ SPR- 
MeBtectaiik bislang eine breite Anweodung versagt geblieben. 

Der Erfindung liegt die Atrfgabe zugrunde. eine nnni^ierte 
Anordnung filr die ObaflSohenplasmonen-Resonanz-Spektroskopie zu 
^iZT^e als kostengonstige und transportable Hnhert ausgebtlde. 
und mit wdd-er zugleich eine Multikomponentenanalyse. msbesond«e 
to der Wechsehvirkung zwischen BiomolekBlen. dm^geflte werden 
> kann. 
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Die Aufgabe wird durch die Merkmale des ersten Patentanspruchs gel6st. 
VorttSe Ausgestaltungen sind durch die nachgeoxdneteo Anspruche 
eifaBt 

Z ^ optisches Prisma gelcitet. an des«» Bas«fla<*e «ne 
Probenaufeatanekttvette angeordnet ist. deren Boden mtt e""^-"" ^PR^ 
K^ode ennogUchenden dOnnen MeUiUschicht v«sehen ^^^^ 
B^hmcn der Mndung auch die Prismenbasisflache nut genannter 
"schicht zu versehen, oder vemrittels tomemcm em 
^S^chtetes SubsBat auf die Prismenbasisflaohe aufi^leg^^ Das 
der Bfindung besteht darin, daB zwischen dem Kolbmator mid 
PrismenLrtttsflacbe eine mehrftoh in — 
Positianen schaltbare Blende vorgesehen ist. be. ^^^2 
Sohaltzustand definierte Bereiohe des „^ 
Leuchte. werden und das jeweils beeinfluBte ^A*^^'^'" 
einen zweiten KoUimator mit angescUossener l^**'^^^ 
Polychromator zugefUhn «ird. dessen spel*ale Srgnalevon ^ 
odCT Diodenanay erfafit und an eine Auswerte- nnd Steueremhert 
wU«Stet w^. inneAalb derer eine Zuordnnng za den jeweU-gen 
S^lgen der Blende als anch zn einem Signal, das von emem a»f 
der Probenkavette vorgesdienen Refetenzkanal gewomien wird. erfolgt. 

' Die Erfindung soli nachstehend anhand schematischer AusfBhrungs- 
beispiele nSher erliutert werden. Es zeigen; 

Fig. 1 einen Aufbau eines SPR-MeBplalzes nach dem Stand det 

Fig 2ltai^tainiertere DarsteUung einer SPR-Anordnung nach 
vmliegender Erfindung in teflweise perspekBwscher Ansicht 

mitihrenwesenlJichenBaugruppen, 
Fig 3a bis c sdiematisch verschiedene StrahlverlSufe die nu 
,5 vorliegender Anordnung erzielbar sind. in einer Bodenansicht 

nadi Fig. 2, 
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Fig.3dzur VerdeutUchung zwei mOgliche Strahlverlaufe nach 

Fig 3c in Seitenansicht analog zu Fig. 2, 
Fig. 4 eine prinzipeUe mechanische Ausbildunggmoglichkeit einer 

Ausfiihrungdermehrfachschaltbaren Blende, 
Fig 5 eine prinzipielle elektrooptische AusbildungsmOglichkeit emer 

Ausfahrungdermehrfachschaltbaren Blende und 
Fig. 6beispielhafl eine Ausbildungsmoglichkeit der Probenkttvette 

iind des Kiivettenbodens. 

In Figur 1 ist ein Auft>au eines SPR-MeBplatzes nach dem Stand der 
TechSk dargestellt. Von einer Lichtquelle L wird Ucht in erne 
Lichdeitfaser eingekoppelt und iiber einen ersten Collimator Kl auf em 
optisches Prisma 1 gelenkt. Auf das Prisma 1 ist em Teflonchip 2a 
aufgesetzt, der eine FluBkammer 2b beinhaltet, die entsprechend d^ 

darlestellten Pfeile von der I^obe^fl^^^^g^^^^/^^:^^^^^^ 
PriLnbasisbereich ist mit einer dtinnen MetaUsducht versehen^ 
der ein Ligant immobiUsiert ist. Das von dieser Flache reflektierte Licht 
wird spektral dm-ch die Plasmonenwechselwiikungen, je nacn 
BeleeunLsrad der immobilisierten Schicht mit dem Analyten, 
^SXt beeinfluBt und von einem zweiten Kollimator K2 eriaBt 
undeinemDiodenairayspektrometerDzugefuhrt. 
Da Plasmonenschwingungen nur mit bestimmten Polansa^onsnchtmgen 
des einfallenden Lichtes anregbar sind, sind optische Polansator^ P 
zLindest in einem der bezeichneten Lichtwege nach Fig. 1 vorgeseh^ 
Eine Anregung der Plasmonenschwingmigen mit emer defimerten 
linearen Polarisationsrichtmig ist bei der weiter unten besc^^^f^^ 
erfindungsgemaBen LOsmig ebenfalls erforderlich, ohne daB dfauf n^ex 
eingegangen werden muB, da es sich dabei urn erne fechubhc^ 
M^nLne handelt. Mit der zu Fig. 1 beschriebenen Anordnung i^ 
z^chst eine nahezu gleichzeitig durchfbhrbare 
Multikomponentenanalyse nicht m5glich. Zum ;-^^I^l^^^^J'2 
praktischen Einsatz dieser AfBnitatssensoren msofem Probleme auf, ^ 
es durch Temperaturschwankungen zu Brechzahlanderungen m den ^ 
^telchenden Medien kommen kami, welche das MeBsigna^ 
^schen. Weiterhin komien trotz der hohen Selekbvitat, msbesondere 
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von biochemischen Reaktionen, unspezifische Bindungen an der 
immobilisierten MetaUoberflache zu felschen MeBergebnissen ftbren. 

In Figur2 isteine dfitailUertere DarsteUung einer SPR-Anordnimg nach 
vorliegender Eifindung in teilweise perspektivischer Ansicht mit ihren 
wesentUchen Baugruppen dargesteUt. Analog zum bekannten Stand der 
Technik wild Licht, hier einer breidbandigen LichtqueUe L, in erne 
Lichtleltfaser, vorzugsweise eine Multimoden-Uchtleitfaser 31 
eingekoppelt, einem KoUimator 41 zugefiihrt und auf &e 
Prismeneintrittsflache 11 geleitet Eine besonders bevor^gte 
ProbenkQvettenausbildung besteht aus einer Probenkttvette 2, die auf die 
Prismenbasisflache aufeetebar ist und deren Innenboden mit genannter 
diinner Metallschicht versehen ist. Andere Kiivettengestaltungen und 
bspw das Versehen der Prismenbasisflache mit genannter dOnner 
Metallschicht, vsde nach dem Stand der Technik iiblich, sind ebenfaUs mit 
der hier vorgeschlagenen Anordnung reahsierbar. Das hier vom Boden 
der Probenkttvette 2 reflektierte Licht wird uber die 
Prismenaustrittsflache 12 von einem zweiten KoUimator 42 "nd 
tiber eine Lichtleitfaser 32 einer Auswertung zugefiihrt. Die Erfindimg 
beinhaltet abweichend vom bekamiten Stand der Technik zunSchst das 
Vorsehen einer ertUch mehrfach umschaltbaren Blende 5 die im Beispiel 
nach Fig. 2 als eine Blende mit drei schaltbaren Spalten 51 52 53 
dargesteUt ist, wobei in Fig. 2 die Spalte 52, 53 geschlossen und der Sp^t 
51 gedffiiet ist. Die jeweiUgen Schaltzustande der Blende 5 werden 
vennittels ttblicher und nicht naher dargestellter elektromscher 
Baugruppen iiber eine Daten- und Steuerleitung 61 einer Auswerte- und 
Steu^einheit 6 zugefiihrt. Weiteihin ist die laterale Ausddinung der 
Einzelspalte der Blende 5 so groB festgelegt, daB deren Abbildung die 
Prismenbasisflache 13 in einer Erstreckungsrichtung mi wesenliichen 
erfeBt, wie es in Fig. 2 dutch die dunkel dargesteUte mid vom paraUel^ 
Licht des ersten Spalts 51 erzeugte Projektionsflache angedeutet ist 
Weiteihin sind in Fig. 2 zwei Probenerfessungsbereiche 21, 22 
vorgesehen, die im Beispiel inneihalb der gebildeten doppelten 
Kammerwandung der Kuvette 2, bei der durch den Pfeil z der 
ProbenzufluB und durch Pfeil a der ProbenabfluB angedeutet ist, durch 
eine Wandung 8 rSumUch voneinander getrennt sind. Die naheren 
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M6gUchkeiten, die diese beispielhafle Trennung nach sich zieht, wird 
ausifiihrlicher zu den Figuren 3 imd 6 erlSutert. 

Die Aufteilung des von der Uchtquelle L mit Hilfe der Lichtleitfeser 31 
flbertragenen lichtes in die vorgesehenen einzelnen, in den Figuren 3 und 
6 naher dargesteUten MeBkanale erfolgt im vom Kollimator 41 
kollimierten Uchtstrahl mit Hilfe der mehrfech schaltbaren Blende 5. 

In den Figuren 3a und 3b sind schematisch verschiedene Strahlverlaufe, 
die mit vorliegender Anordnung eraelbar sind, in einer Bodenansicht 
nach Fig 2 dargestellt. Die Auswahl der einzelnen MeBkanale erfolgt m 
alien dargesteUten Ausfiihrungsbeispielen zeitlich nacheinander durch 
eine sclialtbare Blende, welche auf verschiedene Art ausgefuhrt sem kann 
und die jeweils immer nur einen der durch die Blende gebildeten 
Uchtstreifen durchlSBt. Dieser Lichstreifen regt dann im zugeordneten 
MeBkanal (vgl. Fig. 3a, Kanal CI; Fig. 3b, Kanal C2) auf d^ 
metallbeschichteten Kiivettenboden die SPR-Schwingungen an, die 
entsprechend der z. B. biochemischen Wechselwirkungen spektra^ 
beeinfluBt und vom Kollimator 42 auf die zweite Lichtleitfeser 32 
fokussiert und dem Polychromator 7 zur Auswertung zugeleitet werden^ 
Durch die Auswerte- und Steuereinheit 6 wird die Zuordnung der zeitbch 
aufeinanderfolgenden Spektren zu den MeBkanalen gewShrleistet 

(Zeitmultiplexing). . , ♦ ^ , 

In Figur 3c ist beispielhaft eine weitere Ausgestaltungsmbglichkeit der 
vorliegenden Anordnung skizziert, bei der durch erne geeignete 
Blendenausbildung auch mehrere Lichtstreifen nacheinander m emen 
Kanal, im Beispiel nur anhand des Kanals CI durch Cll ... C14 
angedeutet. abgebildet werden, so daB durch eine unterschiedhche 
Immobilisierung der einzehien MeBflachen auch in der dargesteUten 
Richtung eine Mehikomponentenanalyse durchfuhibar ist. Erne derartiges 
ennOghchende Blende ist beispieUiafk in Fig. 4 dargesteUt, die hier aus 
einer Mehrfechspaltblende 5 und einer dieser drehbar zugeordneten 
Mehrfechlochblende 5' besteht. Elektromechanische oder 
piezoelektrische Antriebe zum definierten prazisen Verstellen solcher 
denkbaren Blendenausfuhrungen gehoren zum bekannten Stand der 
Technik und bediirfen an dieser Stelle keiner weiteren Ausfiihrung. 
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Beliebige Abwandlungen des erforderUchen Blendenpriimps zum 
Betreiben der vorUegenden Anordnungen Hegen im Rahmen der 
Eifindung. So kann fiir die Srtiich mehrfech umschallbare Blende 5, 5 
auch eine Flussi^stallzeUe 9 zum Einsatz gelangen, die zwischen zwei, 
in Fig 5 nicht naher dargesteUten Polarisatoren eingebracht ist. Solche 
Bauelemente (vergleichbar einem LCD-Display) sind kommerziell 
verfugbar. Durch geeignete Form der Elektroden sind beliebige 
Blendengeometrien in Anpassung an die 

Probenkuventtenbodenausbildung reaUsierbar. Zugleich steht bei emer 
solchen Blendenausbildung am Ausgang der Blende 9 fur die Anregimg 
der SPR vorteilhaft linear polarisiertes Ucht zur Verfugimg. Die senelle 
Schaltung der einzelnen KanSle eifolgt durch Anlegen der 
entsprechenden elektrischen Spannungen an transparente Elektroden der 
Fliissigkristallzelle. Im Beispiel der Fig. 5 ist ein vollstandig erOf&ieter 
Leuchtspalt SI und ein nach VerschluB dieses Spaltes erOffenbarer 
Teilspaltbereich S33 zur Beleuchtung eines Teilprobengebietes Pxy (vgl. 
Fig. 6) dargestellt. 

Da Temperaturschwankungen beim Einsatz der vorgescWagenen 
Anordnung unvermeidlich sind, als auch unspezifische Bmdungen, wie 
sie bei der Messung in sehr komplexen Matrizen, wie z.B. Blutplasma 
Oder AuszQgen aus Lebensmittehi nicht vollstandig auszuschlieBen smd, 
an den immobilisierten Oberflachen zu Ver^schungen der 
MeBergebnisse ftihren, ist in jedem der dargesteUten 
Ausfiihrungsbeispiele ein frei wahlbarer MeBkanal als Referenzkanal 
reserviert dessen Verwendung weiter unten beschrieben wird. 
In Abhangigkeit von der MeBaufgabe und der konkreten 
Kuvettenausbildung kann der Referenzkanal vielgestaltig ausgeflShrt sem. 
So kdnnte dieser Referenzkanal nach Fig. 2 bspw. der 
Probenerfassungsbereich 21 sein, der von den eigentUchen MeBkanalen 
im Probeneifessungsbereich 22 durch die Wandung 8 getrennt ist. Ist erne 
solche Wandung nicht vorgesehen, kann der Referenzkanal auch durch 
einen nicht immobiUsierten Probenerfessungsbereich gebildet sem und 
dgl. mehr. 

Figur 6 deutet beispielhaft eine Ausbildung von 
Probenerfassungsbereichen PI bis P7 an. wobei der Bereich P7 nochmals 
in Unteibereiche P71 bis P78 unterteilt ist. Zugleich sind m diesem 
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Beispiel drei Wandungen 8 und ein Referenricanal R vorgesehen. Die 
konkrete Ausgestaltung der Probenkttvette 2 \md der 
Probenerfessungsbereiche richtet sich ausschlieBUch nach dem jeweiligen 
Einsatzzweck und -ort der vorgeschlagenen Anordnung. So ist es bspw. 
mdgUch, die auswechselbare Probenkuvette 2 als Bypass auszubilden, 
der Z.B. in einen RuBreaktor einbindbar ist. Der groBe Vorteil der 
vorgeschlagenen Anordnung besteht dabei darin, daB der eigentUche 
optische MeBkopf M, bestehend aus dem Prisma 1, den Kollimatoren 41 
und 42 sowie der mehrfech schaltbaren Blende auBerst klein ausgefftbrt 
werden kann und als HandgerSt einsetzbar ist, wShrend die flbrigen, zur 
Ansteuenmg und Auswertung erforderUchen Baugiuppen der Anordnung 
durch eine variabel festiegbare Lange der Lichtleitfesem 31 und 32 
weitab vom eigentlichen MeBort stationierbar sind. 

Bei Einsatz der erfindungsgemSBen Anordnung wird grundsStzlich 
zunachst so vorgegangen, daB zunSchst die spektrale 
trbertragungsfonktion des gesamten MeBsystems aufgenonraien und m 
der Auswerte- und Steuereinheit 6 abgespeichert wird. Dazu wird als erne 
Moglichkeit zunachst der nicht naher dargestellte Eingangspolarisator so 
gedreht, daB senkrecht zur Einfallsebene linear polarisiertes Licht 
ananlysiert wird. Somit ist keine Anregung von Oberflachenplasmonen 
megUch. Eine andere M6gUchkeit besteht darin, die Probenkuvette 2 
zunachst mit Luft zu fWlen, so daB auch wieder keine Anregung von 
Oberflachenplasmonen im analysierten Spektralbereich gegeben ist. 
Damit ware die Obertragungsfunktion des Systems gewonnen. Die 
Au&ahme der SPR-Spektren erfolgt in der hier vorgesehenen 
Anwendung in flussigen Medien. Bei entsprechendem Design des 
MeBkopfes M ist die Verwendung der Anordnung jedoch nicht nur auf 
flussige Medien beschrankt, ebenso kann in gasfbnnigen Medien eine 
Messung auf die gleiche Weise vorgenommen werden. Diese Spektren 
sind der vorstehend genannten tJbertragungsfunktion Oberlagert. Um ein 
filr die Auswertung vorteilhaftes nonniertes SPR-Spektrum zu eihalten, 
werden nach jeder Einzehnessung die SPR-Spektren, die im 
Polychromator 7 gewonnen, von einem CCD- oder Diodenarray 71 
detektiert und der Auswerteeinheit 6 iiber eine Datenleitung 62 zugefuhrt 
werden, durch die gespeicherte tlbertragungsfunktion in der 
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Auswerteeinheit 6 redinerisch dividiert. Die Bestimmuiig der gesuchten 
ResonanzweUenlange, d.h. der Wellenlange, bei der das an der 
Grenzflache der Probenerfessungsbereiche reflelgtierte Licht ein 
Minimum aufweist, erfolgt z.B. durch Anfitten eines Polynoms eines 
vorgebbaren Grades und Bestimmung des Scheitelpmikts dieses 
Polynoms. 

In der Auswerte- und Steuereinheit 6 werden jeder momentanen 
Blendenstellen die zugehOrigen gewonnenen Spektren nach erfolgter 
oben beschiiebener Nonnienmg zugeordnet. Je nach MeBaufgabe und 
Reaktionskinetik kann dieser Vorgang beUebig oft wiedeiholt werden, 
um die jeweiligen Minima der Resonanzspektren zu ermitteln. 
In einem mdglichen Beispiel soUen MeB- und Referenzkanal gleichartig 
immobilisiert sein. Ober eine durch eine Wandung 8 zweigeteilte 
Probenkuvette 2 wird im MeBkanal die zu untersuchende Probe mit der 
nachzuweisenden Substanz uber den Probenerfassungsbereich geleitet, 
gleichzeitig wird im Referenzkanal eine gleichartige Referenzprobe ohne 
die nachzuweisende Substanz fiber den weiteren 
Probenerfassungsbereich geleitet. Damit werden die SignalSnderungen im 
Referenzkanal, verursacht durch unspezifische Bindungen an der 
Chipobeiflache und durch BrechzahlSndenmgen in Folge von 
Temperaturanderungen in gleicher Weise erfaBt wie im MeBkanal. In der 
Auswerteeinheit werden von den jeweiUgen Signalanderungen im 
MeBkanal die Signalanderungen im Referenzkanal abgezogen, wodurch 
man nur das durch die spezifische Anderungen hervorgerufene MeBsignal 
erfaalt. 
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Patentansprttche 



l.Anordming fur die Oberflachenplasmonen-Resonanz-Spektroskopie 
(SPR), bestehend aus einem optischen Prisma (1), dem eine 
Probenkuvette (2) zugeordnet ist, wobei die Probenkttvette wenigstens 
zwei Probenerfessungsbereiche (21; 22) aufweist, die Anordmmg mit 
einer fiir das Verfehren der SPR ausgewahlten diinnen Metallschicht 
versehen ist, von den Probenerfessungsbereichen zumindest einer als 
oberflachenimmobilisierter Probenerfassungsbereich ausgebildet ist, 
wobei von einer breitbandigen LichtqueUe (L) ausgehendes Licht uber 
eine Lichtleitfeser (31) der EintrittsflSche (11) des optischen Prismas 
(1) durch einen der Prismenbasisflache (13) in seiner Apertur 
angepaBten KoUimator (41) kollimiert zugefiihrt wird, wobei zwischen 
dem Kollimator (41) und der Eintrittsflache (11) eine drflich mehrfach 
umschaltbare Blende (5, 5'; 9) vorgesehen ist, die zeitHch nacheinander 
jeweils einen definierten Lichtweg Uber die Prismenbasisflache (13) zu 
einem der Probenerfessungsbereiche freigibt und deren jeweiliger 
Schaltzustand einer Auswerte- und Steuereinheit (6) uber eine Daten- 
imd Steuerleitung (61) zufilhibar ist, in der der aktuelle 
Blendenschaltzustand einem jeweils diesem Schaltzustand 
entsprechenden Spektrum zuordenbar ist, wobei die Spektren erhaltbar 
sind durch Eifassen des die Prismenaustrittsflache (12) verlassenden 
Lichtes mittels eines weiteren, der Prismenbasisflache (13) in der 
Apertur angepaBten Kollimators (42), dessen Ausgang mit einer 
weiteren Lichtleitfeser (32) verbunden ist, und deren Ausgang den 
Eingang eines Polychromators (7) bildet, innerhalb dessen das spektral 
zerlegte licht einem CCD- oder Diodenairay (71) zugefiihrt wffd, 
dessen Ausgang mit der Auswerte- und Steuereinheit (6) iiber eine 
Datenleitung (62) in Verbindung gebracht ist. 



2. Anordnung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die zum 
Einsatz gelangenden Kollimatoren (41, 42), das optische Prisma (1) 
und die Grtlich mehrfech umschaltbare Blende (5, 5'; 9) geometrisch 
zueinander fest angeordnet und in einem MeBkopf (M) integriert sind. 



wo 00/22419 



-13- 



PCT/EP99/02353 



3. Anordnung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die 
OrUich mehifKsh umschaltbare Blende (5; 5'; 9) so ausgebUdet ist, daB 
sie zumindest zwei spaltartige Offiiimgsbereicl;? aufwdst, die 
altemierend in einen geOfi&ieten oder geschlossenen Zustand versetzbar 
sind, wobei die Lange der spaltfbimigen Ofi&iungsbereiche so 
festgelegt ist, daB deren Abbildung die Prismenbasisflache (13) in einer 
Erstreckungsrichtiing im wesentlichen erfaBt. 

4. AnorcMimg nach einem der AnsprUche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, daB fur die drflich mehrfach umschaltbare Blende eine 
zwischen zwei optischen Pclarisatoren angeordnete Fliissigkiistallzelle 
(9) eingesetzt ist, die durch eine entsprechende Elektrodenausbildung 
definierte Bereiche fur den Lichtdurchtritt in einen geOflftieten- oder 
geschlossenen Zustand versetzen l^t. 

5. Anordnung nach einem der Ansprftche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, daB die drthch mehr&ch umschaltbare Blende durch 
eine Kombination einer Spaltblende (5) mit einer gegen die 
Spaltblende verdreh- imd/oder verschiebbaren Mehrfachlochblende (S*) 
gebildet ist. 

6. Anordnung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Probenkttvette (2) durch ein auf die Prismenbasisflache (13) 
aufsetzbares Behaltnis gebildet ist, wobei der Behaltnisinnenboden mit 
der fur die SPR ausgewahlten diinnen Metallschicht versehen ist. 

7. Anordnung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Probenktivette (2) wenigstens einen inmiobiUsierten 
Probenerfassungsbereich (P) aufweist und wenigstens ein weiterer 
Probenerfassungsbereich (R) frei von immobilisierten 
Oberflachenbelegungen gehalten und als Referenzkanal eingesetzt ist. 
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8. Anordniing nach Ansprach 7» dadurch gekennzeichnet, dafi die 
immobilisierten Probenerfassungsbereiche (CI, C2; PI ... P7) von dem 
Probenerfassungsbereich (C3; R), der frei von immobilisierten 
Oberflachenbelegungen ist, rdmnlich durch eine Wandung (8) getrennt 
angeordnet sind. 

9. Anordnung nach Ansprach 7, dadurch gekennzeichnet, daB zumindest 
ein immobilisierter Probenerfassungsbereich in mehrere 
unterschiedlich immobilisierte Bereiche (Cll ... C14; P71... P78) 
aufgeteilt ist. 

10. Anordnung nach Ansprach 1 oder 7, dadurch gekennzeichnet, daB bei 
einer An2:ahl von n streifenfbnnig erfaBbaren immobilisierten 
Probenerfassungsbereichen (n + 1) Spalte in der Blende (5) oder einer 
als Blende wirkenden Baugrappe (9) vorgesehen sind. 
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